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略語一覧 
 
本文中では 以下の略号を用いた。 
APS: Ammonium Peroxodisulfate  
BCIP: 5-bromo-4-chlore-3-indolyl phosphate p-toluidine salt 
BPB: bromophenol blue 
DMEM: Dalbecco’s modification of Eagle’s medium 
DTT: dithiothreitol 
EDTA: ethylene diamine tetra acetic acid 
EF: elongation factor 
FBS: fetal bovine serum 
HEPES: N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 
NBT: nitro blue tetrazolium 
MOPS: 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid 
mRNP: messenger ribonucleoprotein 
PIPES: Piperazine-1, 4-bis (2-ethanesulfonic acid) 
PMSF: phenylmethanesulfonyl fluoride 
RBD: RNA binding domain 
rp: ribosomal protein 
RPMI: Rosewell park memorial institute medium 
RT-PCR: reverse transcription- polymerase chain reaction 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
TCA: trichloroacetic acid 
TEMED: Tetramethyl-ethylenediamine 
Tris: tris (hydroxymethyl) aminomethane 
UTR: untranslated region 
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序論 
 
 生物は様々な環境の中で適応し生育している。とりわけ、温度、浸透圧、pH な
どは酵素反応に大きな影響を及ぼすことが知られている。ヒトの体内の pH は通常
7.4 付近に保たれているが、肺や胃壁など正常な状態でも局所的に酸性に傾くこと
が報告されている [Hander et al, 1986]。また、炎症部位周辺などでは、感染した
細菌が行う嫌気的呼吸による乳酸の増加や、破壊された細胞から酸性物質の放出を
原因として、pH が低下することや、腫瘍発生部位では pH が 6 付近まで低下する
という報告もある [Vaupel et al, 1989. Ian et al, 1989. Izumi et al, 2003]。その他
にも、運動中の筋肉組織では pH が 6 付近まで低下するという報告もされている 
[Chih-Cheng et al, 1998.]。このように細胞は病巣部位に限らず、通常は中性付近
に保たれている部位でも長期間酸性環境にさらされることがあるにもかかわらず、
これまでの多くの研究は中性付近の現象に限局されていることが多く、酸性環境の
もたらす影響についてはあまり調べられていない。実際に、炎症や腫瘍の治療にお
いて、これまで数多くの治療薬が開発されてきたが、期待通りの成果が得られなか
った理由の１つとして、局所的な酸性環境が細胞に与える影響に関する知見の少な
さが挙げられる。これらのことから、細胞外 pH が酸性傾いたときの細胞の挙動や、
酸性環境下での刺激に対する反応を調べることは、生体の炎症部位や腫瘍発生部位
等の局所的酸性部位で起きていることの解明につながると考えられる。 
細胞内外の pH の低下に対し、以下のような pH 応答機構が報告されている。 
・ Na+/H+ antiporter: 生体内で Na+/H+-ATPase によって生じる細胞内外の Na+
濃度勾配により、Na+が細胞内へ流入することと共役して、H+を細胞外へ排出
する。また、細胞の体積調節にも関与していると考えられている [Tapper et al, 
1992]。 
・ H+-ATPase: P-type、V-type、F-type の 3 種類が知られており、これらは ATP
の加水分解により放出されるエネルギーを利用し、濃度勾配に逆らって H+を移
動させ、それによって pH 差と膜電位差を作り出している [David et al, 1996. 
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Schachtman et al, 1999]。 
・ HCO3-依存性機構: アルカリ性化を起こす Na+非依存性 HCO3-/Cl- exchanger
あり、細胞によって存在する機構が異なる [Le et al, 1997. Boron et al, 1976]。 
・ Acid-sensing ion channel (ASIC): ASIC1a (BnaC2)、ASIC1b、ASIC2a 
(MDEG1、BnaC1)、ASIC2b (MDEG2)、ASIC3 (DRASIC)、ASIC4 の 6 種類
が知られていて、Na+ channel と関連している。知覚神経において低 pH によ
り活性化されて、炎症や痛みを増幅させるなどの役割をもつ [Jones et al, 2004. 
Nicola et al, 2002. Waldmann et al, 1997.]。 
・ Ovarian cancer G-protein-coupled receptor 1 (OGR1): 細胞外の pH の低下を
感知して、イノシトールリン酸を産生させ、細胞内 Ca+濃度を増加させ、cAMP
の蓄積を促進する。その結果 PLC、COX、PGI2 経路を刺激し、痛みと関連す
る [Tomura et al, 2005]。 
 
一方、当研究室では以下の酸性環境特異的反応を研究してきた。 
・ 細胞を酸性環境下で培養し、細胞内pH調節機構を調べた。Jurkat T細胞を 10% 
FBS を含む pH6.3 の RPMI1640 培地で培養した際、中性で培養したものと比
較して増殖速度は劣るものの、生存できるだけでなく、増殖できることがわか
った。また、そのときの細胞内 pH は 7 付近を保っていた。また、Na+/H+ 
antiporter阻害剤の amiloide、V-type H+-ATPase阻害剤の bafilomycin、P-type 
H+-ATPase 阻害剤の Na3VO4、HCO3- transporter 阻害剤の DIDS などを用い
てそれぞれを阻害しても細胞内 pH に影響がないことから、いままで報告され
てきた系とは異なる系が細胞外 pH を感知し、細胞内 pH の調節に寄与してい
ることが示唆された。 
・ 酸性環境下での増殖に必要なタンパクを発見した。チャイニーズハムスターの
卵巣細胞である CHO-K1 細胞から酸感受性 mutant を作成した。この mutant
は pH7.4 では増殖できるが、pH6.3 では増殖できなかった。そして、CHO 細
胞の cDNA library から酸感受性 mutant で変異が起きた遺伝子を検索し、酸性
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環境での増殖に必要な IκB-β COOH terminal region protein (CTIB)を発見
した(Fukamachi et al, 2006. Lao et al, 2005, 2006.)。このタンパクは IκB-β
の C 末端領域の 138 アミノ酸残基で分子量は 14,608 のタンパクである。酸感
受性 mutant はこの CTIB の欠損により酸性での増殖ができなくなった。この
理由として、IκB-βの C 末端と同じ配列を持つ CTIB は、細胞のストレス応
答に関与している NFκB 経路と深くかかわっているからではないかと考えら
れる [Michael et al, 2000. Cedric et al, 2002]。 
・ 酸性環境下で培養した細胞は中性環境下で培養した細胞とは異なったリン酸化
profile を示した。Anti-phosphotyrosine 抗体を用いて、pH6.3 または pH7.4
で培養した細胞のリン酸化を比較したところ、55kDa、65kDa、70kDa 付近に
酸性環境によりリン酸化が増加したタンパクがあることが判明した
(Fukamachi et al, 2002.)。 
 
これらのことから、通常は中性環境下に存在するが、炎症部位や腫瘍発生部位で
酸性環境にさらされる可能性があり、かつ炎症部位や腫瘍発生部位で機能を発揮す
る免疫系の細胞を用いて、酸性環境下でのリン酸化シグナルの変化について検討し
た。 
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酸性環境下における J14 細胞、J.CaM 2.5 細胞の p38 MAPK のリン酸
化 
 
 Immunology Letter Fig. 4.に示したように、pH 7.4 で培養した Jurkat 細胞と比較し
て、pH 6.3 で培養した Jurkat 細胞の p38 はリン酸化が増加するが、Jurkat 細胞の
ZAP-70 欠損株である P116 細胞ではその増加は見られなかった。そこで、J14 細胞、
J.CaM 2.5 細胞で p38 のリン酸化の変化について調べるため、pH 7.4 または pH 6.3
で 30 分間処理した後、タンパクを調整し、抗リン酸化 p38 抗体で解析した。その
結果 J14 細胞、J.CaM 2.5 細胞ともに酸性環境による p38 のリン酸化の増加は見ら
れなかった (Figure 2)。また、pH 7.4 で培養した細胞において、J14 細胞の p38 は
Jurkat 細胞、J.Cam 2.5 細胞の p38 よりもリン酸化量が少なかった。 
 
酸性環境下での Non-receptor protein tyrosine kinase (NRPTK) の挙動 
 
細胞外酸性環境によりリン酸化が増加したZAP-70はNRPTKに分類されるので、
NRPTK として知られる FAK、fyn、Hck、JAK1、lck、Ntk、PYK2/CAKβ、tyk2、
Yes に対する酸性環境の影響を検討した。まず、pH 7.4 または pH 6.3 で 24 時間培
養した細胞からタンパクを調整し、それぞれのタンパクを認識する抗体でタンパク
量の変化を解析した。その結果、pH 6.3 で FAK のタンパク量が増加することがわ
かった (Figure 3)。また、fyn、JAK1、lck、PYK2/CAKβ、tyk2 はタンパク量に
大きな変化はなく、Hck、Ntk、Yes は pH 7.4、pH 6.3 ともにほとんど検出され
なかった。また、これらのタンパクのリン酸化を調べるため、抗 phosphotyrosine
抗体で免疫沈降した後、それぞれのタンパクを認識する抗体で解析した。その結果、
tyk2 のリン酸化のわずかな増加が pH 6.3 で検出された (Figure 4)。また、免疫沈降
に使用した抗 phosphotyrosine 抗体の heavy chain と思われる non-specific band が 50
から 60kDa 付近に現れるため、分子量が 56 から 59kDa の fyn、Hck、lck、Ntk のリ
ン酸化は検出できず、FAK、JAK1、PYK2/CAKβ、Yes も検出されなかった。 
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Figure 1. Schematic model of T cell receptor signaling cascades
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Figure 2. Phosphorylation of p38 in T cell mutants. Jurkat cells, P116 cells, J14 
cells and J.CaM 2.5 cells were incubated in media of pH 7.4 and 6.3 with 10% FBS for 30 
min. Cell extracts were analyzed with anti-phospho-p38 mAb.
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Figure 3. Expression  of FAK in acidic pH. Jurkat cells were cultured in media 
of initial pH 7.4 and 6.3 with 10% FBS for 24 h. Cell extracts were analyzed  with anti-
FAK mAb.
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Figure 4. Tyk2 was phosphorylated in acidic pH. A. Jurkat cells were 
cultured in media of initial pH 7.4 and 6.3 with 10% FBS for 24 h. Cell extracts were
immunoprecipitated with anti-phosphotyrosine mAb (4G10), and then proteins 
precipitated were analyzed  with anti-tyk2 mAb. B. Jurkat cells were cultured in media 
of initial pH 7.4 and 6.3 with 10% FBS for 24 h. Cell extracts were analyzed  with anti-
tyk2 mAb.
A.
B.
pH 6.37.4
tyk2
17
 18 
考察 
 
本研究では、細胞外酸性環境による Jurkat 細胞の tyrosine リン酸化シグナルの
変化について検討した。細胞外からのシグナルは receptor によって認識され、刺
激を受けた receptor に結合したタンパクを介して下流のタンパクへシグナルが伝
達される。このとき、シグナル伝達分子は tyrosine 残基のリン酸化によって活性
化することが多く、特定の刺激によるシグナル伝達分子の tyrosine リン酸化を調
べることは、シグナル伝達経路を調べる上で重要であると考えられる。 
Immunology Letter に報告した論文中で、酸性環境による p38 MAPK のリン酸
化の増加が Jurkat 細胞では見られるのに対し、ZAP-70 が欠損した P116 細胞で
は見られないことを示した。また、Figure 2 で P116 細胞だけでなく、SLP-76 が
欠損した J14 細胞、LAT が欠損した J.CaM 2.5 細胞においても、酸性環境による
p38 のリン酸化の増加が見られなかったことから、細胞外酸性環境による p38 の
リン酸化は ZAP-70、LAT、SLP-76 のすべてを介した経路によるものであること
が示唆された。ZAP-70 から p38 へのシグナル伝達には Figure 1 に示したように、
LAT、SLP-76 を介する経路のほかに、ZAP-70 が直接 p38 をリン酸化する経路が
報告されており、このほかにも GADD45a/bを介する経路の存在も示唆されている 
(Salojin et al, 1999. Salvador et al, 2005. Smith et al, 2000.)。しかし、Figure 2
の結果より、ZAP-70 が直接 p38 をリン酸化する経路や GADD45a/bを介する経路
は、酸性環境による p38 のリン酸化の増加においてあまり寄与していないことが
示唆された。T 細胞において活性化した p38 は cytokine の転写を促進すると同時
に、mRNA 3’-UTR の AU-rich element (ARE)に結合する ARE 結合タンパクを直
接または間接的にリン酸化することで cytokine mRNAの翻訳を上昇させることが
報告されている (Briata et al, 2005. Dean et al, 2004. Hitti et al, 2006. Ono et al, 
2000.)。また、p38 欠損マウスでは Th1 細胞による IFNγ産生が見られなくなる
ことから、Th1 細胞への分化に関与することが示唆されている (Rincon et al, 
1998.)。 
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 ZAP-70を含むNRPTKは tyrosineリン酸化によりシグナルを伝達する非受容体
型 tyrosine kinase の総称であり、シグナル伝達における重要な役割を果たしてい
ると考えられている。ZAP-70のリン酸化が酸性環境により増加することを受けて、
酸性環境による他の NRPTK の変化を解析した結果、FAK のタンパク量の増加が
見られた。このとき、FAK の tyrosine リン酸化は検出されなかった。FAK は細胞
と細胞外マトリクスの接点である focal adhesion に局在し、細胞接着に関与するこ
とが知られている (Lipfert et al, 1992.)。末梢を循環している T 細胞は通常細胞接着
していないが、分化時や機能発揮時に細胞接着が重要であるとされている (Berg 
et al, 1997. Iwata et al, 2000. Tabassam et al, 1999.)。また、酸性環境による tyk2
のリン酸化の増加が検出された。tyk2 は IL-12R に結合し転写因子 STAT4 を活性
化することで IFNγの産生を促進することが報告されている (Schindler et al, 
1995.)。未分化な T 細胞において IL-12 の刺激は Th1 細胞への分化を強く促進する
ことが知られており、tyk2 欠損マウスでは STAT4 のリン酸化が見られず、Th1
細胞への分化が低下することが報告されている (Karaghiosoff et al,2000. Shimada et 
al, 2000.)。このことから tyk2 のリン酸化は T 細胞の分化に重要な役割を果たして
いる可能性が示唆されている。 
 我々が使った実験系は末梢を循環している T 細胞が病巣部位で酸性環境にさら
された場合を想定しており、酸性環境による T 細胞の応答を追跡した。その結果、
酸性環境にさらされることで ZAP-70、LAT、SLP-76 を介する経路で p38 が活性
化することを示した。また、24 時間酸性環境にさらされることで ZAP-70、tyk2
のリン酸化が上昇すること、FAK のタンパク量の増加することも示した。Th1 細
胞への分化に重要とされる p38 のリン酸化の増加、TCR に結合し、その刺激を伝
達する ZAP-70 のリン酸化の増加、Th1 細胞からの IFNγ産生を活性化する tyk2
のリン酸化の増加が見られたことから、T 細胞は酸性環境により分化が誘導される
可能性を示唆した。FAK も分化時の細胞間接着、機能発揮時の組織への浸潤に重
要な役割を果たすと考えられ、酸性環境が T 細胞の分化を促進するという仮説を
支持する。また、酸性環境にさらされた樹状細胞が分化の指標となる表面分子を発
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現するという報告も免疫細胞が酸性環境により多大な影響を受けることを示して
いる (Martinez et al, 2007.)。しかし、T 細胞の完全な分化、活性化のためには抗原
提示細胞による抗原提示が必要であり、酸性環境に遭遇するだけでは完全な分化は
起こらないと考えられる。実際に、T 細胞が活性化する上で、TCR 刺激による ERK
の持続的な活性化が必要とされているが、酸性環境による ERK の活性化は見られ
なかった (Koike et al, 2003. Page et al, 1999)。また、FAK のタンパク量は増加
したが、リン酸化は検出されなかったため、FAK は活性化されていないことが考
えられる。以上のことから、T 細胞は酸性環境に遭遇することで分化シグナルの一
部が促進され、末梢で分化するにあたって細胞外環境が中性の場合よりも酸性の場
合において有利である可能性が考えられる。 
TOP mRNA翻訳制御における
TOP結合因子の解析
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序論 
 
 細胞周期がG1期またはG0期の細胞はアミノ酸などの nutrient、または growth 
factor の刺激によって細胞周期をすすめ、細胞分裂をおこす。細胞分裂するにあた
って、DNA だけでなく RNA、タンパクの合成も盛んに行われる。タンパクを合
成する ribosome は多くのタンパクと rRNA から成る巨大な複合体だが、脊椎動物
において、ribosome を構成するタンパクの mRNA は 5’末端 cap 構造に続いて
cytidine から始まる 4～12 残基の連続した pyrimidine 配列（5’ terminal oligo 
pyrimidine; TOP）を持つことから TOP mRNAs と呼ばれている [Dudov and 
Perry, 1984; Wagner et al, 1985; Mariottini et al, 1988; Wool et al, 1990; Levy et 
al, 1991; Kato et al, 1994; Shama et al, 1996; Meyuhas 2000]。TOP 配列は翻訳
伸張因子 EF-1A、EF-1B の mRNA にもみられ、TOP 配列を持つ mRNA は全
mRNA の 10～15 %を占めており、S 期に転写されるが翻訳はされず、G2 期から
M 期を経て、G1 期に盛んに翻訳されることが知られている [Zong et al, 1999]。
この翻訳は nutrient や growth factor の細胞外シグナルが mammalian target of 
rapamycin (mTOR) を介し伝えられる経路によって制御されると考えられている
が [Hara et al, 1998]、mTOR 以降の経路は明らかでない。 
TOP mRNAs の 5’-UTR を、翻訳調節を受けない reporter 遺伝子に導入すると選
択的な翻訳調節を受けること、および TOP を置換または変異させた reporter 遺伝
子は翻訳調節を失うことが示され [Hammond et al, 1991; Kaspar et al, 1992]。
それに従って TOP mRNAs の翻訳調節メカニズムを明らかにするためには、TOP 
領域を認識する trans factors の同定が重要であることが示唆されている。in vitro
の系において、Xenopus laevis の rp L1 mRNA の TOP 領域に結合する La 
[Pellizzoni et al, 1996] 、 PTB (polypyrimidine-tract binding protein) 
[Garcia-Blanco et al, 1989]、CNBP (Cellular nucleic acid binding protein) 
[Cardinali et al, 1993]、Ro60 [Pellizzoni et al, 1998]、そして細胞質因子 p56L32 
[Morris et al, 1993] などの TOP 結合因子が報告されている。 
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自己免疫疾患の抗原 La/SS-B (以下 La) は核酸結合タンパクで、多くの低分子
RNA の代謝や [Bhattacharya et al, 2002; Chakshusmathi et al, 2003]、ウイル
ス RNA 等の翻訳を促進することが明らかにされている  [Pudi et al, 2003; 
Houshmand and Bergqvist, 2003]。また、TOP の下流の配列に結合すると言われ
ている CNBP や Ro60とともに TOP mRNAs の翻訳調節に関与すると報告されて
いる [Pellizzoni et al, 1996; Pellizzoni et al, 1997; Pellizzoni et al, 1998]。しか
し、La が in vivo で TOP mRNA 翻訳を促進するという報告と [Crosio at el, 2000; 
Cardinali et al, 2003]、in  vitro で EF-1A の TOP mRNA に結合し、EF-1A の
翻訳を抑制するという相反するという報告があり [Zhu et al, 2001]、実際の TOP 
mRNA 翻訳調節における La の関与や役割は明らかになっていない。 
一方、AU rich binding factor 1/heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (以
下 AUF1) は p37、p40、p42、p45 の４つの splicing variants を持つ核酸結合タ
ンパクで (Figure 5) [Wagner et al, 1998; Dempsey et al, 1998]、転写および
splicing 反応に関与していることが知られている [Dempsey et al, 1998]。また、
p37 と p40 は細胞質において、c-myc、c-fos の proto-oncogene や GM-CSF など
cytokine の mRNA 3’-UTR に見られる ARE (AU-rich RNA destabilizing 
elements) に結合し、それらの mRNA の安定性を制御に関与することが知られて
いる [Brewer 1991; Zhang et al, 1993; De Maria and Brewer 1996]。当研究室で
マウス rp L32 mRNA の TOP 領域に結合するウシリンパ節細胞質中の 48 kDa の
タンパクのアミノ酸 sequence を調べたところ、2×RB-Gly family に共通の配列
をもっていることが判明し、この family に共通の primer を用いて 48 kDa の TOP
結合タンパクを比較的多く含む組織や BJAB 細胞で RT-PCR を行ったところ、
AUF1 mRNA が検出された。そのため、La と同様に AUF1 も TOP 結合タンパク
であることが示唆され、分子量から isoforms のうち p45 がその機能をもっている
可能性が考えられた。 
Macrolide系免疫抑制剤rapamycin (RPM) はimmunophilin FKBP12 
(FK506-binding protein) と複合体を形成し [Schreiber 1991; Kunz et al, 1993]、
 24 
mTORに結合することにより、mTORのリン酸化を阻害し [Brown et al, 1995；
Chen et al, 1995; Sabers et al, 1995]、その下流のp70S6Kの不活性化することによ
り [Jefferies et al, 1997; Dufner et al, 1999]、rp S6のリン酸化を抑制し [Chung 
et al, 1992]、特異的にTOP mRNAの翻訳を抑制するとの報告がある。また、RPM
はp70S6Kの不活性化と同時に4E-BP1の脱リン酸化も引き起こすことが知られてい
る [Beretta et al, 1996; Von Manteuffel et al, 1996]。しかし、ポリオウイルス感
染によりeIF4Gが切断され､cap構造に依存したタンパク合成が阻害されてもTOP 
mRNAsの翻訳は続くことから、4E-BP1の脱リン酸化はTOP mRNAsの選択性に
関与しないと考えられる [Cardinali et al, 1999; Goldstaub et al, 2000]。さらに、
TOP mRNAの翻訳にp70S6Kおよびrp S6の活性化は重要ではないという報告もあ
り [Tang et al, 2001; Stolovich et al, 2002] 、TOP mRNA翻訳調節の詳細な機構
は分かっていない。 
当研究室における研究でRPMによるTOP mRNA翻訳抑制はcytoskeletal-bound 
polysomes (CBP) のみで起きていることが分かった。また、RPMによってAUF1 
p37とp45 mRNAの翻訳が増加した。さらに、RPMによるp45はS100画分では増
加するがS17画分ではほとんど変化しなかった。  
以上の背景から、TOP mRNA翻訳調節におけるAUF1の動態とそれに与える
RPMの影響の解析を試みた。また、すでにTOP結合タンパクとして知られている
Laの動態におけるRPMの影響についても検討した。 
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結果 
 
ラット AUF1 の細胞質内動態 
 
mTOR 阻害剤の RPM によって TOP mRNA の翻訳を抑制したとき、AUF1 p45 は
S100 画分に移動することが示唆されていたので、ラットに RPM (5 mg/kg) を投与
し、16 時間後に RPM 投与ラットもしくは非投与ラットのリンパ節、耳下腺、胸腺
を摘出した。各々の組織から、細胞質画分を抽出し、ショ糖密度勾配遠心により分
離後、SDS-PAGE に続く Western blot analysis で RPM が polysome 上の AUF1 に与え
る変化を観察した (Figure 9)。また、TOP mRNA 翻訳制御に関与すると考えられる
AUF1 p45 は Scion Image で数値化し、グラフ化した (Figure 10)。その結果、胸腺、
耳下腺、リンパ節のどの臓器からの調製した p45 も RPM 投与によって大きい
polysome (fraction 7, 8, 9) から軽い polysome (fraction 5, 6) または S100 画分 
(fraction 1, 2) へ移動した。さらに、胸腺とリンパ節では RPM 投与により p37 の減
少が見られた。また、胸腺において、p45 は RPM 非投与ラットでは polysome のみ
で見られたのに対し、RPM 投与ラットでは S100 画分 (fraction 1) でも見られるよ
うになった。 
当研究室において、RPM に感受性の高い BJAB 細胞を RPM で処理したときに
CBP でのみで TOP mRNA 翻訳抑制が見られたので、特に CBP 画分における
AUF1 の変化を調べることが重要と考えた。RPM 投与ラットまたは非投与ラット
の耳下腺から細胞質画分を調製した後、FP 画分と CBP 画分を分画した。調製し
た FP または CBP はショ糖密度勾配遠心によりさらに分画後、SDS-PAGE に続く
Western blot analysis で AUF1 の解析を行った (Figure 11)。また、TOP mRNA
翻訳制御に関与すると考えられる AUF1 p45 は Scion Image で数値化し、グラフ化
した (Figure 12)。その結果、FP では Figure 9 と同様のパターンが見られ、全ての
isoforms が polysome 画分に見られたのに対し、 CBP の polysome 上には p45 が
主に検出され、他の isoform は著しく減少した。また、RPM 投与による S100 画
 26 
分 (fraction 1) での AUF1 p45 の増加は FP と CBP の両方で見られた。 
AUF1 p40 は Ser83 と Ser87 にリン酸化を受けることが知られている [Wilson 
et al, 2003]。また、他の isoform もリン酸化を受ける可能性が高いアミノ酸配列を
持っている。さらに、RGG モチーフのアルギニンがメチル化を受けることが示唆
されている。これらの翻訳後修飾により、同じ isoform でも微妙な違いをもったも
のが存在すると考えられる。AUF1 は核酸結合タンパクなので、核酸に結合してい
るものは ethanol で沈殿させることにより濃縮できることが示されている [Inoue 
et al, 2003]。そこで、RPM 投与ラットまたは非投与ラットの胸腺から細胞質画分
を調製し、ethanol で濃縮した後、二次元電気泳動を行い、Western blot analysis
で AUF1 を解析した (Figure 13)。その結果、RPM を投与していないラットでは
酸性で p42、中性で p42 と p45、アルカリ性で p37 がそれぞれ検出された。また、
RPM 投与により酸性と中性の AUF1 が若干アルカリ側へ移動し、アルカリ性のス
ポットは検出できなくなった。 
 
BJAB 細胞における AUF1 の動態 
 
 BJAB 細胞は RPM に対し感受性が高い細胞で [Kay et al, 1996]、AUF1 の発現
量が多く動物の組織よりも分画や解析が比較的行いやすいため、以後の実験に用い
た。まず、BJAB 細胞の TOP mRNA 翻訳を抑制したときの AUF1 の動態を調べ
るため、RPM で処理した BJAB 細胞の細胞質画分をショ糖密度勾配遠心後に
Northern blot analysis で rp L32 mRNA を解析すると共に、Western blot 
analysis で AUF1 を解析した (Figure 14)。また、AUF1 p45 は Scion Image で数値
化し、グラフ化した  (Figure 15)。TOP mRNA の翻訳抑制は RPM 以外にも
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 kinase) 阻害剤である LY294002 によって阻
害されることが示唆されている [Stolovich et al, 2002] 。そのため、LY294002 で
細胞を処理したときの AUF1 の動態も同様に解析した。また、erythromycin 誘導
体で抗菌作用を持たず、p70S6Kの阻害作用を持つ EM703 が TOP mRNA の翻訳に
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与える影響とそのときの AUF1 の動きも同時に解析した。その結果、RPM で処理
した場合、ラット臓器のときほど明確ではないが、RPM 投与によって S100 画分
や 40S 画分 (fraction 1~4) に p45 が増加した。また、LY294002 や EM703 で処
理した場合も TOP mRNA の翻訳抑制と同時に AUF1 の移動が見られた。 
 
アミノ酸または血清制限下での AUF1 の動態 
 
 TOP mRNA の翻訳は p70S6K や rp S6 により調節され、p70S6K のリン酸化は
mTOR によって制御されていると考えられている [Chung et al, 1992; Jefferies 
et al, 1997; Dufner et al, 1999]。mTOR はアミノ酸等の nutrient によるシグナル
を伝えることが示唆されており、培地のアミノ酸量を欠乏させると p70S6Kや rp S6
の不活性や TOP mRNA の翻訳が低下することが示されている [Iiboshi et al, 
1999; Hara et al, 1998]。さらに、p70S6Kや rp S6 の活性は BCAA のみをアミノ
酸制限培地に加えたときにも見られ、その効果はとくにロイシンを加えたときに見
られることが示されている [Ijichi et al, 2003]。また、血清中に含まれる growth 
factor によるシグナルは PI3 kinase を介し、mTOR 依存の経路と非依存の経路を
通り TOP mRNA 翻訳を制御することが示されている [Stolovich et al, 2002; 
Caldarola et al, 2004]。以上のことから、これまで見られた AUF1 の動きがアミ
ノ酸もしくは血清を欠乏させたときにも見られるかどうかについて検討した。まず、
BJAB 細胞を方法に示したように無血清培地で処理した後、Branched Chain 
Amino Acid (BCAA) あるいは血清を含む培地に交換し、2 時間後に細胞質画分を
調製した。この細胞質画分のタンパクを Western blot analysis で AUF1 を解析し
たが、大きな変化は見られなかった (Figure 16A)。そこで、細胞質画分をショ糖
密度勾配遠心で分画し、同じように Western blot analysis で解析した (Figure 
16B)。また、AUF1 p45 は Scion Image で数値化し、グラフ化した (Figure 17)。ア
ミノ酸と血清の両方を含まない培地で処理したとき (treatment 1) AUF1 p45 は
主に S100 画分 (fraction 1, 2) に存在し、polysome 上にも見られた。次に、BCAA
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のみを含む培地で処理した細胞 (treatment 2) では p45 は S100 画分に多く存在
し、polysome 上には少なかった。さらに、BCAA のみを加えた培地で処理したと
き (treatment 2) と比較し、血清のみを加えた培地で処理したとき (treatment 3) 
は 40S 画分や 60S 画分で p45 が多く見られた。BCAA と血清の両方を加えた培地
で処理した場合 (treatment 4)、この増加量がさらに多くなった。 
 
TOP mRNA 翻訳抑制時の核酸結合タンパクの動態 
 
La は AUF1 と同様に TOP mRNA の TOP 領域に結合し、その翻訳調節に関与
することが示唆されている核酸結合タンパクである。これまでに、in vitro で La
が TOP 領域を持つ mRNA の翻訳を抑制するという報告と [Crosio at el, 2003; 
Cardinali et al, 2003]、in vitro で TOP mRNA と共に挙動し、翻訳を促進させる
という相反する報告がある [Zhu et al, 2001]。今回、BJAB 細胞の細胞質画分をシ
ョ糖密度勾配遠心により分画した後、SDS-PAGE とそれに続く Western blot 
analysis で La の polysome 上の分布を調べたところ、その多くが S100 画分や 40S
画分、60S画分に存在し、polysome上ではほとんど見られなかった (Figure 18, 19)。
また、RPM で 2 時間処理しても分布に変化はみられなかった。 
一方、embryonic-lethal abnormal vision (ELAV)-like タンパクの HuR は AUF1 
p37 が結合する ARE に対する結合が知られているタンパクで [Myer et al, 1997]、
癌細胞中で発現が誘導されることが知られるタンパクである。AUF1 が認識する配
列に結合するタンパクの代表として HuR の RPM 投与時の動きをラットリンパ節
で調べたところ、La と同様に S100 画分に多く見られた。また、RPM 投与により
S100 画分 (fraction 1, 2) の中でもより軽い画分 (fraction 1) へ移動した。 
 
AUF1 の核内動態 
 
AUF1 p45 が細胞質でリボソームタンパク mRNA に結合していることが示唆さ
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れたが、AUF1 は強い核局在性を持つタンパクである。そのため、p45 は核内で
TOP mRNA に結合し細胞質へ出てくるのではないかという予想のもと、核内での
RPM の影響について検討した。RPM 投与ラットまたは非投与ラットの胸腺から
核画分を調製し、SDS-PAGE を行い Western blot analysis で核内 AUF1 に対す
る RPM の影響を調べたが、顕著な差が見られなかった (Figure 20A)。これまで
の結果より、細胞質中の AUF1 は量的な変化よりも分布の変化や、質的な変化が
顕著に見られたため、二次元電気泳動後に Western blot analysis を行うことで核
内 AUF1 の解析を試みた (Figure 20B)。核内の AUF1 は他の研究者達によって二
次元的に解析されており、そのパターンが報告されている [Inoue et al 2003]。
RPM を投与していないラット胸腺の核を解析したところ、報告にあるものとほぼ
同じパターンが得られた。また、RPM 投与ラットでは p37 のアルカリ側への移動
と p45 の増加が見られた。 
 
 
AUF1 が結合する mRNA の解析 
 
AUF1 が in vivo で TOP mRNA と結合しているかどうかを確認するため、
anti-AUF1 抗体で免疫沈降した後に、得られた AUF1 を含む複合体から RNA を
調整し、RT-PCR で rpL32 mRNA の解析を試みたが、使用した anti-AUF1 抗体
が免疫沈降に対応していなかったため、十分な量の AUF1 複合体が得られなかっ
た。また、免疫沈降の際に使用した Protein A-agarose beads に rpL32 mRNA を
含む複合体が多量に結合してしまうため、anti-AUF1 抗体を使用しなかった
control から rpL32 mRNA が検出された。そこで、His-tag が付いた AUF1 を発
現させ Ni column で His-tag タンパクを回収し、mRNA の解析を試みた。しかし、
Protein A-agarose beads のときと同様に rpL32 mRNA を含む複合体が非特異的
に column に結合してしまったため、AUF1 と rpL32 mRNA の結合は確認できな
かった。 
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Figure 5. Illustration of splicing variants of human AUF1 mRNAs.
mRNAs of splicing variants of human AUF1 are depicted schematically. Alternative exons 
were indicated by red.
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Figure 6. Procedure for fractionation of free and cytoskeletal polysomes. 
(A) Extraction of free and cytoskeretal boud polysomes. (B) Effect of RPM treatment 
on profiles of free and cytoskeretal bound polysomes. BJAB cells were cultured with or 
without  RPM (40 ng/ml) for 2 h. Extracts of free or cytoskeletal bound polysomes were 
subjected to sucrose gradients (0.5 M to 1.5 M) and absorbance was monitored at 254 nm 
as described in the methods. The black line represents the profile from control BJAB cells. 
The gray area represents the profile from RPM-treated BJAB cells. Monosome (80S) peak 
is indicated by arrow. 
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Figure 7. Construction of pEGFP-C2/AUF1 p45. AUF1 p45 cloned to pcDNA3
was digested with EcoRⅠ and XbaⅠ. AUF1 p45 fragment was inserted to pCruz HisTM A 
MCS.
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1. Amino acids and serum free medium
2. Amino acids other than BCAAs are not containing and serum free medium
3. Amino acids free but serum is containing medium
4. Amino acids other than BCAAs are not containing but serum is containing 
medium
Culture in growth medium
Culture in serum free medium for 24 hour
Culture in each restriction mediums for 2 hour
Harvest
Figure 8. Calture conditions for amino acids or serum starvation
experiments. 
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Figure 9. Effect of RPM on cytoplasmic distributions of AUF1 in thymus, 
parotid and submaxillary lymph node in rats. RPM (5 mg/kg) was administered 
16 h before sacrifice of rats. Cytoplasmic extracts of each tissue were centrifuged through 
sucrose gradients (0.5 M to 1.5 M) and fractionated into 9 fractions. Proteins in each 
fraction were precipitated with TCA (10%) and dissolved in SDS sample buffer. Proteins 
were analyzed by Western blotting using anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies. 
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Thymus
Lymph node
80S PolysomesS100 40S 60S
Figure 10. Effect of RPM on cytoplasmic distributions of AUF1 p45 in 
thymus, parotid and submaxillary lymph node in rats. Intensities of AUF1 
p45 in figure 9 were calculated with Scion Image. 
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Figure 11. Effect of RPM on distributions of AUF1 in free and 
cytoskeletal bound porysomes of submaxillary lymph node in rats. RPM (5 
mg/kg) was administered 16 h before sacrifice of rats. Free and cytoskeletal bound 
polysomes were extracted from rat submaxillary lymph nodes and fractionated to 9 
fractions through sucrose gradient (0.5 M to 1.5 M) centrifugation. Proteins in each 
fraction were precipitated with TCA (10%) and dissolved in SDS sample buffer. Samples 
were analyzed by Western blotting using anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies. 
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Figure 12. Effect of RPM on distributions of AUF1 p45 in free and 
cytoskeletal bound polysome fractions. Intensities of AUF1 p45 in figure 11 were 
calculated with Scion Image. 
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Figure 13. Effect of RPM on 2D profiles of AUF1 in the cytoplasm of rat 
thymus. RPM (5 mg/kg) was administered 16 h before sacrifice of rats. Cytoplasmic
ploteins of rat thymus were concentrated by ethanol precipitation and subjected to 2D gel 
electrophoresis (isoelectric focussing step, pH 3-10). Samples were analyzed by Western 
blotting using anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies. 
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Figure 15. Effect of inhibitors on cytoplasmic distributions of AUF1 p45 
in BJAB cells. Intensities of AUF1 p45 in figure 14 were calculated with Scion Image. 
cont
RPM
LY294002
EM703
40
0
10
20
30
40
50
60
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pe
rc
en
t o
f t
ota
l
40S 80S PolysomesS100 60S
Figure 16. Effect of BCAA and serum on cytoplasmic distributions of 
AUF1 in BJAB cells. (A) Western blot of AUF1 in cytoplasm of BJAB cells. Cells 
were treated as described in figure 8. Cytoplasmic proteins were analyzed by Western 
blotting using anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies. (B) Western blot of AUF1 in 
cytoplasm of BJAB cells following to sucrose gradient centrifugation. Cells were
treated as figure 8. Cytoplasmic extracts were centrifuged through sucrose gradients 
(0.5 M to 1.5 M) and divided into 9 fractions. Proteins of each fraction were precipitated 
with TCA and dissolved in SDS sample buffer and analyzed by Western blotting using 
anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies.
BCAA
Serum
－
－
＋
－
－
＋
＋
＋
A.
p45
P40/p42
p37
1 2 3 4
B.
1
2
3
4
p45
p40/42
p37
p45
p40/42
p37
p45
p40/42
p37
p45
p40/42
p37
80S PolysomesS100 40S 60S
1 2 3 4 5 6 7 8 9
41
Figure 17. Effect of BCAA and serum on cytoplasmic distributions of 
AUF1 p45 in BJAB cells. Intensities of AUF1 p45 in figure 16 were calculated with 
Scion Image. 
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Figure 18. Effect of RPM on cytoplasmic distributions of La and HuR in 
BJAB cells. Cells were cultured in the absence (control) or presence of RPM (40 ng/ml) 
for 2 h before harvested. Cytoplasmic extracts were separated to FP and CBP. Each 
extracts were fractionated 9 fractions through sucrose gradient (0.5 M to 1.5 M) 
centrifugation. Proteins in each fraction were analyzed by Western blotting using anti-La 
mAb or anti-HuR mAb.
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Figure 19. Effect of RPM on cytoplasmic distributions of La and HuR in 
BJAB cells. Intensities of AUF1 p45 in figure 18 were calculated with Scion Image. 
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Figure 20. Effect of RPM on nucloplasmic AUF1 in thymus of rats. (A) 
Western blot analysis of AUF1 in nucleoplasm of rat thymus following to SDS-PAGE. 
RPM (5 mg/kg) was administered 16 h before sacrifice of rats. Nuclear proteins of rat 
thymus were analyzed by Western blotting using anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies. 
(B) Western blot analysis of AUF1 in nucleoplasm of rat thymus following to 
isoelectric focused SDS-PAGE. RPM (5 mg/kg) was administered 16 h before sacrifice of 
rats. Nuclear proteins of rat thymus were concentrated by ethanol precipitation. Samples 
were subjected to 2D gel electrophoresis (isoelectric focussing step, pH3–10) and analyzed 
by Western blotting using anti-AUF1 rabbit polyclonal antibodies.
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Figure 14. Effect of RPM
 on translational efficiency of L32 mRNA
andcytoplasmic
distribution of AUF1 in BJAB cells. BJAB cells were cultured with RPM (40 ng/ml), LY294002 (50 mM) 
or EM703 (50mM)for 2 h. Cytoplasmicextracts from cells were fractionated through sucrose gradient (0.5 M to 
1.5 M) centrifugation and divided into 9 fractions. Total RNA of each fraction were analyzed by Northern blotting 
(left panels) using 32p-labeled RNA probe of rp L32 and total proteins of each fraction were analyzed by W
estern 
blotting (right panels) using anti-AUF1 rabbitpolyclonalantibodies.
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考察 
 
本研究では、TOP mRNAの翻訳抑制と共に細胞質中の分布が変化することが示
唆されている AUF1が TOP mRNA翻訳に関与する可能性について検討した。 
AUF1は、10つの exonsからなり、exon 2、及び exons 7の skippingの組み合
わせで、 4つの isoforms (p45、p42、p40、p37) をもつことが知られている。こ
れらは単一の遺伝子から alternative splicingにより生じる [Wagner, et al, 1998; 
Dempsey, et al, 1998]。いずれの isoformsも 2 ×RBD-Gly familyの特徴である
連続した 2つの RBDを維持しているが、これらの isoformsは結合する RNAの配
列に異なる親和性を示すことから [Kajita et al, 1995; Wagner, et al, 1998; 
Tolnay et al, 2000]、結合の特異性は RBD以外の部分の構造で決まる可能性が高
い。また、AUF1 は isoforms により異なる細胞内分布を示すことも知られており 
[Loflin et al, 1999; Arao et al, 2000]、isoformsが異なる機能を有することを示唆
している。実際に、AUF1は c-myc、c-fosをはじめとするいくつかのproto-oncogene
やGM-CSFなどサイトカインのmRNAの 3’-UTRに見られるARE (AU-rich RNA 
destabilizing elements) に結合し、これらmRNAの分解を制御するとされている
が [Brewer 1991; Zhang et al, 1993; De Maria and Brewer 1996]、この機能は主
に p37 が行っている。さらに、AUF1は pre-mRNAの 3’-splicing site や、RNA
に限らず telomeric DNA repeat など DNA に対する結合も報告されている 
[Ishikawa, et al, 1993]。他にも、nucleolinと複合体を作ることにより LR1プロ
モーターの転写活性化因子として働くとの報告もあり [Dempsey, et al, 1998]、幅
広い機能が知られているため、やはり isoforms ごとにそれぞれ違う特性を示し、
これらの機能を分担している可能性が考えられる。 
今回、ラット胸腺、リンパ節の AUF1をWestern blot analysisで解析したとこ
ろ、RPM投与によりどの臓器においても polysome上にあった AUF1がより小さ
い polysomeもしくはmRNP画分へ移動した (Figure 9, 10)。特に、p45は RPM
を投与したときのみ S100 画分に見られた。また、耳下腺を FP 画分と CBP 画分
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に分画した結果、FP 画分における S100 画分への p45 の増加と CBP 画分におけ
る全ての isoformsの増加が見られた (Figure 11, 12)。また、ラット耳下腺の CBP
には p45が主に存在し、他の isoformsはほとんど検出できなかった。AUF1の発
現量は臓器ごとに大きな違いがあることがあることが報告されたが  [Lu and 
Schneider 2004]、発現量が多いとされる胸腺とそれほど発現していない耳下腺、
リンパ節のどの臓器でもRPM投与によるAUF1の S100画分への増加が見られた
ことから、この現象は AUF1 を発現している臓器では普遍的なことである可能性
が示された。また、ラット胸腺の細胞質画分の核酸結合タンパクを ethanolで濃縮
した後、二次元的に解析したところ、RPM投与によって高分子側のタンパクはア
ルカリ側へ移動した。この現象はリン酸化や、アルギニンに対するメチル化等、タ
ンパクを酸性にする修飾を受けていたタンパクが、RPMによってその修飾を受け
られなくなったためと考えられる [Wilson, et al, 2003]。 
今回、BJAB細胞を RPM、LY294002、EM703で処理した結果、どの薬剤で処
理したときも TOP mRNA翻訳抑制が見られ、同時に p45の S100画分やmRNP
画分への増加が見られた (Figure 14, 15 fraction 1~3)。このことから、RPMを使
用した場合だけでなく、他の薬剤を用いて TOP mRNA翻訳抑制を起こした場合も、
AUF1が移動することが示され、TOP mRNAと AUF1が同時に移動することが示
唆された。 
アミノ酸が TOP mRNAの翻訳を促進することはよく知られており、そのシグナ
ルはmTORを介し、p70S6Kやそれに続く rp S6の活性化によって制御されている
とされている [Chung et al, 1992; Jefferies et al, 1997; Dufner et al, 1999]。これ
らの活性化は BCAAのみでも起こることが示されているが [Ijichi et al]、p70S6K
や rp S6の活性化を阻害してもある程度の TOP mRNA翻訳は続くことから、これ
らのタンパクの活性化は TOP mRNA 翻訳に必要ではないという報告もある 
[Tang et al, 2001]。また、血清によるシグナルは PI3 kinaseを介し、mTOR依存
経路と mTOR非依存経路の両方をたどり、TOP mRNA翻訳を制御すると言われ
ている。しかし、アミノ酸や血清が TOP mRNA翻訳を制御する詳細な機構は今だ
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論議中である。今回、BJAB 細胞において BCAA と血清が、AUF1 の細胞質での
分布にどのような影響を与えるか検討した (Figure 16, 17)。その結果、p45はア
ミノ酸と血清の両方を含まない培地で処理した細胞 (treatment 1) の polysome
上に最も多く見られ、BCAAや血清を加えることで S100画分や mRNP画分に存
在する割合が増加した (treatment 2~4)。培地中にアミノ酸と血清の両方を含まな
い場合 (treatment 1)、ほとんどの細胞が G0期で停止していると考えられる。こ
の場合、TOP mRNAの転写は行われていないと思われる。そのため、アミノ酸お
よび血清がないときに見られたpolysome画分のp45はTOP mRNA以外のmRNA
に結合している可能性が高い。また、BCAA あるいは血清のみを加えた培地で処
理した場合 (treatment 2, 3) よりも BCAAと血清の両方を加えた培地で処理した
場合 (treatment 4) に 40S 画分や 60S 画分等の mRNP を含む画分や polysome
上の p45 は増加したため、やはりアミノ酸や血清を加えることで TOP mRNAの
翻訳が増加し、それに伴い polysome 上の p45 が増加したと考えられる。BCAA
によるシグナルは迅速に p70S6Kの活性化を行うことが示されているが、血清を加
えたときと比較し、polysome上の AUF1は少なかった。TOP mRNAは p45の挙
動と同様の細胞内分布を示すことから、BCAA による p70S6K の活性化だけでは
TOP mRNA翻訳の促進に対し、弱い影響しか出ない可能性が示唆された。 
以上より、AUF1 p45が TOP mRNAと類似した挙動をすることと、TOP結合
因子検索を行ったときに TOP結合活性を持つタンパクが 48 kDa付近の分子量を
持っていたこと、RPM による翻訳抑制が CBP のみで見られること、およびラッ
ト耳下腺において CBPの polysomeには p45のみが見られたことを総合すると、
AUF1 p45は Cytoskeleton上の TOP mRNA翻訳に関与していると考えられる。
また、ポリオウイルス感染によって cap構造に依存するタンパク合成が阻害されて
いる条件下でも TOP mRNAs の翻訳は続くことから  [Pudi et al, 2003; 
Hlushmand et al, 2003]、TOP mRNAは cap構造に依存しないで翻訳されること
が可能であると考えられる。それをふまえると、p45は TOP mRNAが cap構造に
依存しないで翻訳されるときに、他のmRNAと区別されるためのタグとなってい
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る可能性が考えられる。 
自己免疫疾患における自己抗原として知られる核酸結合タンパクの Laは、TOP 
mRNA に結合し、その翻訳を制御していることが示唆されている [Pende et al, 
1996; Zhu et al, 2001; Crosio at el, 2003; Cardinali et al, 2003] が、今回
polysome上にほとんど見られなかった (Figure 18, 19)。そのため、TOP mRNA
に常に結合し、その特性を発揮させることには関与していない可能性が考えられる。
しかし、AUF1は特定の組織では発現量が多いが、ほとんど発現していない組織も
あるので、AUF1の発現が少ない組織では AUF1 p45の代わりに Laが TOP領域
に結合し、その翻訳制御に関わっている可能性はあると考えられる。また、mRNP
が存在する画分では S100画分にある量と同程度の Laが見られたため、今回用い
た組織や細胞においても翻訳開始期へ移るmRNAに結合している可能性があると
思われる。一方、AREに結合し、mRNAの安定性を高めることが示唆されている
核酸結合タンパク HuRも Laと同様に大部分が S100画分 (fraction 1, 2) に主と
して存在したため、Laと同様に TOP mRNAに常に結合しているわけではない可
能性が示唆された。しかし、HuRは RPM処理によってより軽い画分 (fraction 1) 
の含有比が明らかに増加した。RPMの作用として TOP mRNA翻訳抑制の他にも
IL-3 等の mRNA の半減期を短縮させることが示されている [Banholzer, et al, 
1997]。そのため、RPMによる HuRの細胞内分布の変化は、AREを持つmRNA
の安定性の変化に関与するのではないかと考えられる。 
AUF1 は核局在性を持ち、大多数の AUF1 は核に存在している。また、核へ移
行するための核移行シグナルは C 末側に存在することが示唆されている [Sarkar 
et al 2003]。さらに、核内 AUF1を二次元的に解析した報告があり、それぞれの
isoformsは翻訳後修飾等によってさまざまな等電点を持つことが示唆されている。
今回、control ラット胸腺の核を二次元的に解析したところ、報告にあるパターン
とほぼ同じものが得られたが、RPM投与ラットの核では、細胞質の二次元的解析
でも見られたスポットがアルカリ側へ移動するという現象が見られた (Figure 20)。
当研究室では RPMによって p37と p45の発現が促進されることを RT-PCRによ
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って示しているが、RPMによって発現が増加したこれらの isoformsはすみやかに
核へ移行するとされている。そのため、RPM投与によって核に増加したこれらの
isoformsのスポットは、翻訳が RPMによって誘導され、新しく作られたものを含
んでいる可能性も考えられる。 
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材料・方法 
 
材料 
 
(a) ラット 
東京実験動物より Wistar 系ラット♂ (180-200 g) を購入した。 
 
(b) 培地 
Jurkat 細胞、P116 細胞、J14 細胞、J.CaM 2.5 細胞、BJAB 細胞の維持に
は RPMI1640 培地 (SIGMA)、HeLa 細胞の維持には DMEM 培地 (SIGMA)
に 10% FBS (SIGMA)、0.001% gentamycin、及び 0.001% fungizoneⓇ (ブリ
ストル製薬) を添加して使用した。中性培地として 10 mM HEPES、10% FBS 
(SIGMA)、0.001% gentamycin、0.001% fungizoneⓇ (ブリストル製薬) を含む
pH 7.4 の RPMI 培地を使用した。酸性培地として 10 mM PIPES、10% FBS 
(SIGMA)、0.001% gentamycin、0.001% fungizoneⓇ (ブリストル製薬) を含む
pH 6.3 の RPMI 培地を使用した。アミノ酸や血清の欠乏実験では味の素株式
会社医薬品カンパニーから贈与された Ajinomoto D-Mem Custom (GIBCO) 
を使用し、血清として Purified dialysis FBS (SIGMA) を使用した。 
 
(c) ヌクレオチド 
［a-32P］dUTP (比活性 3,000 Ci/mmol )  は、Amarsham Biosciences 社よ
り購入した。 
 
(d) プラスミド 
pcDNA3/AUF1 p45 は自治医科大学の荒尾行友博士より贈与された。pCruz 
HisTMは TOYOBO 社より購入した。 
 
(e) 抗体 
Anti-phosphotyrosine mouse monoclonal IgG、Anti-AUF1 rabbit 
polyclonal IgGは、Upstate Biotechnology社より購入した。Anti-phospho-p38 
mouse monoclonal IgG、Anti-La mouse monoclonal IgG は SIGMA 社より購
入した。Anti-HuR mouse monoclonal IgG は Santa Cruz Biotechnology 社か
ら購入した。 Goat Anti-rabbit IgG (H ＋ L) は Kirkegaard & Perry 
Laboratories 社より購入した。Non-Receptor PTK Sampler kit、Goat 
Anti-mouse IgG (H＋L)は BD Biosciences 社より購入した。 
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(f) 試薬、器具類 
Quick HybⓇ (Stratagene) 
FUJI MEDICAL X-LAY FILM (富士フイルムメディカル株式会社) 
ImmobilonTM -P Transfer Membranes (MILLIPORE) 
BCIP/NBT combo. (GIBCO BRL) 
LipofectAMINE PLUSTM (GIBCO BRL) 
rapamycin (SIGMA) 
EcoRⅠ (TOYOBO) 
XbaⅠ (TOYOBO) 
Ligation high (TOYOBO) 
T3 RNA polymerase (TOYOBO) 
GeneScreen PlusⓇ (PerkinElmer Life Science) 
Taq DNA polymerase (SIGMA) 
Rever Tra Ace (TOYOBO) 
HisTrap Kit (Amersham Pharmacia Biotech) 
 
その他の試薬は、特に表示のない限り、和光純薬あるいはナカライテスクの
特級試薬を用いた。また、プラスチック製細胞培養器具は Falcon 社、BM 機
器社または Nunc 社のものを使った。 
 
 
方法 
 
(a) 中性および酸性での細胞培養 
   材料(b)で示した pH 7.4 または 6.3 の培地を使用し、CO2を添加せずに 24
時間または 30 分間培養した。 
 
(b) タンパクサンプルの調整 
(a)で得られた細胞は 1,000 rpm で 5 分間遠心して回収し、10 mM NaF、1 
mM Na3PO4を含んだ PBS で洗浄したのち、TNE buffer に懸濁した。懸濁液
を氷上で 15 分間穏やかに振陶した後、12,000 rpm で 10 分間遠心した。上清
を sample buffer (31.25 mM Tris-HCl pH 6.8, 1% SDS, 5% Glycerol, 2.5% 
b-mercaptoethanol, 0.001% BPB) と混和した後、 95℃で 90 秒間加熱処理し、
タンパク sample とした。次頁に buffer の組成を示す。 
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 TNE buffer 
     1% NP-40 
          50 mM Tris-HCl (pH 7.8) 
     20 mM EDTA 
     1 mM DTT 
    10 mM NaF 
    1 mM Na3PO4 
     1 mM PMSF 
     0.2 mg/mL leupeptin 
   1 mg/mL aprotinin 
 
(c) リン酸化 p38 の Western blot analysis 
(b)で得られたタンパク sample を SDS-PAGE (10%) で分離した後、PVDF 
membrane へ 50 V で 1.5 時間ブロットした。Membrane は 3% BSA で 24 時
間ブロッキングし、一次抗体として抗体希釈溶液 (7.5 mM Tris-HCl pH 7.4, 
41.1 mM NaCl, 0.804 mM KCl, 3% BSA, 10% FBS) で抗リン酸化 p38 抗体を
1000 倍希釈し、室温で 1 時間インキュベートした。TBSn (20 mM Tris-HCl pH 
7.4, 0.5 M NaCl) 溶液で 10 分間 2 回洗浄後、二次抗体として抗体希釈溶液で
5000 倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識の抗体に 30 分間反応させた。
さらに TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄後、BCIP (0.33 mg/mL) と NBT (0.165 
mg/mL) を含む基質溶液に浸して室温で発色させた。 
 
(d) NRPTK の Western blot analysis 
(b)で得られたタンパク sample を SDS-PAGE (10%) で分離した後、PVDF 
membrane へ 5 洗浄後、二次抗体として抗体希釈溶液で 5000 倍希釈したアル
カリフォスファターゼ標識の抗体に 30 分、37℃で反応させた。さらに TBSn
溶液で 10 分間 2 回洗浄後、BCIP (0.33 mg/mL) と NBT (0.165 mg/mL) を含
む基質溶液に浸して室温で発色させた。50 V で 1.5 時間ブロットした。
Membrane は 1 時間風乾後、一次抗体として Non-Receptor PTK Sampler kit
に含まれる FAK、fyn、Hck、JAK1、lck、Ntk、PYK2/CAKb、tyk2、Yes
それぞれに対する抗体を抗体希釈溶液で希釈し、37℃で 1 時間インキュベー
トした。希釈倍率は添付資料を参考にした。TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄後、
二次抗体として抗体希釈溶液で 5000 倍希釈したアルカリフォスファターゼ標
識の抗体に 30 分、37℃で反応させた。さらに TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄
後、BCIP (0.33 mg/mL) と NBT (0.165 mg/mL) を含む基質溶液に浸して室
温で発色させた。 
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(e) リン酸化 NRPTK の検出 
抗 phosphotyrosine 抗体で免疫沈降した sample を SDS-PAGE (10%) で分
離した後、PVDF membrane へ 50 V で 1.5 時間ブロットした。免疫沈降の条
件は Immunology letter 中にて示した方法で行った。Membrane は 1 時間風
乾後、一次抗体として Non-Receptor PTK Sampler kit に含まれる FAK、fyn、
Hck、JAK1、lck、Ntk、PYK2/CAKb、tyk2、Yes それぞれに対する抗体を
抗体希釈溶液で希釈し、37℃で 1 時間インキュベートした。希釈倍率は添付
資料を参考にした。TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄後、二次抗体として抗体希
釈溶液で 5000倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識の抗体に 30分、37℃
で反応させた。さらに TBSn溶液で 10 分間 2回洗浄後、BCIP (0.33 mg/mL) と
NBT (0.165 mg/mL) を含む基質溶液に浸して室温で発色させた。 
 
(f) ラットへの免疫抑制剤の投与と臓器の摘出 
雄のWistar系ラット (180-200 g) にRPM (5 mg/kg) を麻酔下で筋肉内注射
した。免疫抑制剤投与から 16 時間後に麻酔下で瀉血により殺し、直ちにリン
パ節、胸腺、耳下腺を摘出、液体窒素中に凍結保存した。 
 
(g) ラット組織のショ糖密度勾配遠心分離 
    ラット組織を液体窒素中で分最後、1.5 mL の Low Salt Buffer (20 mM 
Tris-HCl pH 7.5、10 mM Triton N-101) を加えホモジナイズし、得られた溶
液を 12,000 rpm で 1 分間遠心分離し、核を除去した。続いて 120 mL の 5 M 
NaCl、 400 ml の 10 mg/mL heparin in Low Salt Buffer、 3mL の 1 M DTT, 1 
mL の RNase inhibitor を加え、Low Salt Buffer に溶解した 0.5 M – 1.5 M シ
ョ糖密度勾配溶液 5 ml に 250 ml ずつ重層し、日立超遠心 RPS55ST ローター
を用いて 45,000 rpm で 90 分間遠心分離した｡遠心分離後の試料は、254 nm
の吸光度をモニターしながら 9 本の fraction に分画した。 
 
(h) ショ糖密度勾配遠心法で分画した sample の Western blot analysis 
ショ糖密度勾配遠心で得られた fraction のタンパクは最終濃度が 5%となる
ように TCA を加えて沈殿させたのち、acetone で洗浄し、sample buffer と混
和した後、 95℃で 90 秒間加熱処理した。この sample を SDS-PAGE (10%) で
分離した後、PVDF membrane へ 50 V で 1.5 時間ブロットした。Membrane
は 1 時間風乾後、一次抗体として抗体希釈溶液で抗 La 抗体と抗 HuR 抗体は
500 倍に、抗 AUF1 抗体は 1000 倍希釈し、37℃で 1 時間インキュベートした。
TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄後、二次抗体として抗体希釈溶液で 5000 倍希釈
したアルカリフォスファターゼ標識の抗体に 30 分、37℃で反応させた。さら
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に TBSn 溶液で 10 分間 2 回洗浄後、BCIP (0.33 mg/mL) と NBT (0.165 
mg/mL) を含む基質溶液に浸して室温で発色させた。Western blot analysis
の結果は Scion Image で数値化した。 
 
(i) 細胞内分布別 mRNA の分画とショ糖密度勾配遠心分離 
Vedeler らの方法 (1991) に変更を加えて行った｡凍結している組織は液体
窒素中で粉砕し、1 mL の Low Salt Buffer を加えホモジナイズした。同様に
BJAB 細胞は 0.5 mL の Low Salt Buffer を加えホモジナイズした後、1,000 
rpm で 10 分間遠心分離し、核を除去した｡続いて 18,000 rpm で 40 分間遠心
分離した上清を free polysomes (FP) 画分とした。沈殿に 485 mL の Low Salt 
Buffer と 15 mL の 5 M NaCl 溶液を加え、ホモジナイズした後、氷上で 20 分
間放置した。その溶液を 18,000 rpm で 40 分間遠心分離し、得られた上清を
cytoskeleton-bound polysomes (CBP) 画分とした (Figure 6A)｡上記で得られ
た FP 及び CBP 画分は、Low Salt Buffer に溶解した 0.5 M – 1.5 M ショ糖密
度勾配溶液 5 mL に 200 mL ずつ重層し、日立超遠心 RPS55ST ローターを用
いて 45,000 rpm で 90 分間遠心分離した｡遠心分離後の試料は、254 nm の吸
光度をモニターしながら 9 本のフラクションに分画した (Figure 6B)。 
 
(j)ラット組織の核画分の調製 
(c)で除いた核を含む分画を 1 mL の Sucrose buffer に混和し、2,000 rpm で
2 分間遠心し、沈殿を回収した。沈殿に 20 mL の D buffer を加え、4℃で 30
分間振淘した後、1,400 rpm で 15 分間遠心し、その上清を核分画とした。以
下に buffer の組成を示す。 
 
   Sucrose buffer 
     0.25 M sucrose 
          10 mM HEPES (pH 7.6) 
     15 mM KCl 
     2 mM MgCl2 
     0.5 mM EDTA 
     1 mM DTT 
     0.5 mM PMSF 
     10 mg/mL leupeptin 
      1 mg/mL aprotinin 
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   D buffer 
     50 mM HEPES (pH 7.6) 
     400 mM KCl 
0.1 mM EDTA 
10  glycerol 
1 mM DTT 
0.1 mM PMSF 
10 mg/mL leupeptin 
1 mg/mL aprotinin 
 
(k) 2 次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
1 次元目は等電点により分離し、2 次元目は SDS-PAGE (10%) を行った。1
次元目のゲルの組成と泳動緩衝液を以下に示した。 
      
1 次元目分離ゲル  
                9.2 M Urea 
                4.0% acrylamide 
                2.0% Triton X-100 
        1.0% Bio-Lyte 7/10 ampholyte 
                1.0% Bio-Lyte 3/10 ampholyte 
                0.1% TEMED 
                0.01% APS 
 
      泳動緩衝液 
        上槽：100 mM NaOH 
        下槽： 10 mM H3PO4 
 
1 次元目を 750 V で 3.5 時間泳動した後、2 次元目を行った。SDS-PAGE を行
った後、PVDF membrane へ 50 V で 1.5 時間ブロットした。Membrane は 1
時間風乾後、一次抗体として抗体希釈溶液で抗 AUF1 抗体を 1000 倍希釈し、
37℃で 1 時間インキュベートした。TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄後、二次抗
体として抗体希釈溶液で 5000 倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識の抗
体に 30 分、37℃で反応させた。さらに TBSn溶液で 10 分間 2 回洗浄後、BCIP 
(0.33 mg/mL) と NBT (0.165 mg/mL) を含む基質溶液に浸して室温で発色さ
せた。Western blot analysis の結果は Scion Image で数値化した。 
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(l) プラスミドの作成 
    pcDNA3/AUF1 p45をXbaⅠとEcoRⅠで切断し、同じ酵素で切断した pCruz 
HisTM AにLigation highを使い挿入し、pCruz His/AUF1 p45とした (Figure 
7)。 
 
(m) 培養細胞への阻害剤の添加条件                    
RPM 、LY294002、EM703 は最終濃度がそれぞれ 40 ng/mL、50 mg/mL、
50 mg/mL となるように添加し、2 時間培養した。さらに、細胞の回収 5 分前
に polysomes の崩壊を防ぐために cycloheximide を最終濃度が 100 mg/mL に
なるように添加した。細胞は 1,000 rpm で 5 分間遠心して回収した。 
 
(n) BJAB 細胞のショ糖密度勾配遠心分離 
    BJAB 細胞に 0.5 ml の Low Salt Buffer を加えホモジナイズし、得られた
溶液を 12,000 rpm で 1 分間遠心分離し、核を除去した。続いて 40 mL の 5 M 
NaCl, 133 mL の 10 mg/mL heparin in LSB, 1 mL の 1 M DTT, 1 mL の RNase 
inhibitor を加え、Low Salt Buffer に溶解した 0.5 M – 1.5 M ショ糖密度勾配
溶液 5 mL に 200 mL ずつ重層し、日立超遠心 RPS55ST ローターを用いて
45,000 rpm で 90 分間遠心分離した｡遠心分離後の試料は、254 nm の吸光度
をモニターしながら 9 本のフラクションに分画した。 
 
(o) 32P-標識した RNA probe の調製 
     L32 mRNA probe の調製には、RNA 転写反応の鋳型として L32 mRNA の
antisense を含むプラスミドを制限酵素 PstI により切断して用いた。RNA の
転写には、T3 RNA polymerase 及び RNA Synthesis Set を用いた。また、probe
の標識は、転写反応の際に [a-32P] UTP (比活性 3,000 Ci/mmol) を加えるこ
とによって行った。転写された 32P-標識probeは ethanol沈殿により精製した。 
 
(p) Northern blot analysis 
(b)で得られた BJAB 細胞の各フラクションに SDS と proteinase K を最終
濃度がそれぞれ 1 %、0.2 mg/mL になるように加え､37℃で 1 時間インキュベ
ーションした。続いて、1/2 量の phenol、1/2 量の chloroform による抽出を 2
回、等量の chloroform で 1 回抽出してタンパク質を除去した後、ethanol で
RNA を沈殿させた｡RNA は、60% formamide、5.9% formaldehyde、1×MOPS 
buffer (10 mM MOPS pH 7.0、4 mM NaOAc、0.5 mM EDTA) を含む溶液中
で 65℃ 5 分間インキュベーションを行った後、400 mM formaldehyde を含
む 1.2% agarose gel で電気泳動を行い分離した｡RNA はキャピラリー法によ
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り Gene Screen Plus membrane にブロッティングした。Membrane に紫外線 
(15 W 4 本、距離 10 cm) を 1 分間照射し RNA を固定した。Membrane は、
Quick Hyb. Solution中で 65℃ 30分間プレハイブリダイゼイションを行った。
ハイブリダイゼイションは、Quick Hyb. Solution に上記 probe を 1×106 
cpm/ml、salmon sperm DNA を 40 mg/ml となるように加え、65℃で 2 時間
インキュベーションすることにより行った。インキュベーション後membrane
を 2×SSC / 0.1 % SDS により、室温で 15 分間 2 回､0.1 %×SSC / 0.1 % SDS
により 63℃1 時間洗った後、オートラジオグラフィーを行った。 
 
(q) アミノ酸または血清制限培地の作成 
   水 500 mL に粉末の 8.4 g のアミノ酸非含有培地 Ajinomoto D-Mem 
Custom、1.85 g の NaHCO3および 5.25 g の HEPES を溶解し、ろ過滅菌す
ることで、2×Ajinomoto D-Mem Custom を作成した。これを元に、以下の培
地を作成した。 
 
１．1×Ajinomoto D-Mem Custom 
２．BCAA を加えた Ajinomoto D-Mem Custom  
３．10% FBS を加えた Ajinomoto D-Mem Custom 
４．BCAA および 10 % FBS を加えた Ajinomoto D-Mem Custom 
 
BCAA は RPMI 培地の組成をもとに、50 mg/L のロイシンとイソロイシン、
20 mg/L のバリンを加えた。血清は Purified dialysis FBS (SIGMA)を用いた。 
 
(r) アミノ酸もしくは血清制限下での AUF1 の動態 
     BJAB 細胞を無血清培地で 24 時間処理することで細胞周期を G0 期に同調
させた。その後、(q)に示した 4 種の培地で 2 時間処理した (Figure 8)。細胞
は(n)に示した方法で分画し、(h)に示した方法で AUF1 を解析した。 
 
(s) 免疫沈降法を利用した AUF1 結合 mRNA の検出 
   BJAB 細胞に 1 ml の Low Salt Buffer を加えホモジナイズし、得られた溶
液を 12,000 rpm で 1 分間遠心分離し、核を除去した。得られた細胞質画分に
抗AUF1抗体を結合させたProtein A-agaroseを加え、４℃で２時間混和した。
Beads を Low Salt Buffer で３回洗浄した後、sample buffer を加え、95℃で
5 分間加熱することで beads に結合していたタンパク複合体を分離させた。得
られたタンパク複合体 sampleをphenol抽出し、ethanol沈殿することでRNA
を調整した。調整した RNA は RT-PCR で解析した。 
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(t) RT-PCR 
   RT 反応には ReverTraAce (TOYOBO)を使用し、PCR は Taq DNA 
polymerase (BioLabs)を使用した。PCR で使用した primer 配列を以下に示す。 
 
rp L32: GAAGCCCAAGATCGTCAAAA 
TTGGGGTTGGTGACTCTGAT 
 
GAPDH: ACCACAGTCCATGCCATCAC 
    TCCACCACCCTGTTGCTGTA 
 
(u) HisTrap kit を利用した AUF1 結合 mRNA の検出 
   LipofectAMINE PLUSTMを使い、(l)で作成した pCruz His/AUF1 p45 を
stable transfection した HeLa 細胞に 1 ml の Low Salt Buffer を加えホモジ
ナイズし、得られた溶液を 12,000 rpm で 1 分間遠心分離し、核を除去した。
得られた細胞質画分から HisTrap kit を用いて、His-tag タンパクを分離した。
溶出画分を phenol 抽出し、ethanol 沈殿することで RNA を調整した。調整し
た RNA は RT-PCR で解析した。 
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